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論文内容要旨
 人と動物に認められる海綿状脳症の中で感染性がある疾患群として,ヒツジのスクレービー,
 ウシのBovinespongiformencephalopa七hy(BSE),ヒトのKuru,Creutzfeldt-Jakobdisease
(CJD),Gerstmann-Straussler-Scheinkerdisease(GSS),Fatalfamilialinsomnia(FFI)
 がある。これらの疾患は罹患した個体の脳から抽出される核酸を持たない蛋白質性感染因子
 (proteinaceousinfectiousparticle)プリオンにより接種した人間や動物に感染させることが
 できるという大きな特徴をもち,それ故この疾患群はプリオン病と呼ばれている。プリオンの主
 な構成成分である正常型プリオン蛋白(cellularformofprionprotein,PrPc)は野生型動物
 の多くの組織に分布している。プリオン病に罹患した個体では,異常型プリオン蛋白
 (proteinase-resistantformprionprotein,PrPsc)の蓄積が認められ,これらは感染性が認め
 られる。しかしながら,異常型プリオン蛋白の蓄積は中枢神経系とリンパ節の濾胞樹状細胞のみ
 にしか認められていない。このことはPrpscに変異しない,あるいは変異しにくいPrpcが発現
 している細胞群が存在することを示唆する。しかしながらPrpcの局在については今までの方法
 では感度が低く,系統的な検索ができなかった。本研究ではPrpcを発現している細胞群をより
 正確に同定するためにマウスのPrPのendogenouspromoterを用いて,プリオン蛋白を過剰発
 現するトランスジェニックマウスを作成し遺伝子組換えにより導入されたプリオン蛋白(以下
 rPrP)を発現する細胞群を,神経系および非神経系の組織において系統的に解析することを計
 画した。本研究でのトランスジェニックマウスのコンストラクトでは,プリオン蛋白のOpen
 readingframeにおけるC末端のsignalpeptideを含む領域と,N末端のglycosyl
 phosphatidylinositolphospholipidanchoringssiteを含む領域をマウス型のアミノ酸配列に
 し,その間のcodon39から188までの配列をヒト型にした。これによって,ヒト型のPrPの
 codonlO7からcodonlllのアミノ酸配列を認識するモノクローナル抗体3F4を使うことができ,
 また,ヒト型の感染物質への感受性をあげることができ,ヒト由来のマテリアルの安全性検査に
 も使うことができる。トランスジェニックマウスは8系統のマウスを継代でき,20倍から1倍
 程度の様々なトランスジーン発現量を持つマウスを作成することができた。トランスジェニック
 マウスのrPrPmRNAの分布は,ほぼendogenouspattemに等しいものであった。insitu
 hybridizationではneuronを含めた神経系に発現を認め,ダリア細胞には発現していなかった。
 Wes七emblotによる検索では,脳,心臓,腎臓,精巣,骨格筋にその発現を確認できたが分子
 量はさまざまであった。これらはdeglycosylationtreatmentによりdeglycosylatedPrPの分
 子量に収束し,各組織でglycosylationformに違いがあるrPrPが発現していることが解明さ
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 れた。免疫組織学的検索により,rPrPは次の6系統の細胞群に認められた;Groupl,中枢神
 経系lGroup2,末梢神経系(dorsaユrootganghon細胞,消化管Auerbach's神経叢の節細胞);
 Group3,骨格筋および心筋の筋細胞;Group4,神経堤由来の神経内分泌細胞(甲状腺C細胞,
 副腎髄質細胞)および非神経堤由来の細胞(下垂体の内分泌細胞,肺気管支のKulchitsky細胞,
 膵臓のislet細胞);Group5,輸精管上皮の生殖細胞;Group6,リンパ組織の濾胞樹状細胞。
 野生型ハムスターの凍結切片における免疫蛍光法による検索により,これらの一部の細胞群では
 正常型プリオン蛋白の発現を確認することができた。このことは本研究のトランスジェニックマ
 ウスにおけるrPrPの発現が野生型動物のendogenousPrPと等しいか近いことを示唆している。
 Prpcが特定の細胞群に局在していることはPrPの生理学的あるいは病態学的な機能を解明する
 上で鍵となるものである。
 一59一
 審査結果の要旨
 人と動物に認められる海綿状脳症の中で感染性がある疾患群として,ヒツジのスクレービー,
 ウシのBSE,ヒトのKuru,CJD,GSSがある。これらの疾患は核酸を持たない蛋白質性感染因
 子(proteinaceousinfectiousparticle)プリオンにより接種した人間や動物に感染させること
 ができプリオン病と呼ばれている。プリオンの主な構成成分である正常型プリオン蛋白(cellu-
 larformofprionproteinPrPc)は野生型動物の多くの組織に分布している。プリオン病に
 罹患した固体では,異常型プリオン蛋白(proteinaseresistantformprionproterin,Pr轡)
 の蓄積が認められ,その蓄積は中枢神経系とリンパ節の濾胞樹状細胞のみにしか認められていな
 い。しかしながらPrpcの局在については今までの方法では感度が低く,系統的な検索ができな
 かった。
 本研究ではPrpcを発現している細胞群をより正確に同定するためにマウスのPrpcの
 endogenouspromoterを用いて,プリオン蛋白を過剰発現するトランスジェニックマウスを作
 成し,遺伝子組換えにより導入されたプリオン蛋白(以下rPrP)を発現する細胞群を,神経系
 および非神経系の組織において系統的に解析することを目的としたものである。本研究でのトラ
 ンスジェニックマウスのコンストラクトでは,プリオン蛋白のOpenreadingframeにおけるC
 端末のsignalpeptideを含む領域と,N末端のglycosylphospha七idylinositolphospholipid
 anchoringsiteを含む領域をマウス型のアミノ酸配列にし,その間のcodon39から188までの
 配列をヒト型にした。これによって,ヒト型のPrPのcodon107からcodonlllのアミノ酸配列
 を認識するモノクローナル抗体3F4をWestemblotおよび免疫組織学的検索に使うことができ
 た。トランスジェニックマウスのrPrPmRANの分布は,insituhybridizationではneuron
 を含めた神経系に発現を認め,ダリア細胞には発現していなかった。Westemblotによる検索
 では,脳,心臓,腎臓,精巣,骨格筋にその発現を確認できたが分子量はさまざまであった。免
 疫組織学的検索によりrPrPは中枢神経系,末梢神経系,骨格筋および心筋の筋細胞,神経堤由
 来の神経内分泌細胞,輸精管上皮の生殖細胞,リンパ組織の濾胞樹状細胞に認められた。
 Prpcが特定の細胞群に局在していることはPrPの生理学的あるいは病態学的な機能を解明す
 る上で重要であり,本研究は十分に学位に値するものである。
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